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) Expressionskassetten zur heteroJogen Expression von Proteinen in der Hefe Yarrowia lipolytica unter 
Kontrolie des regulierbaren Promotors der Isocftratlyase 

) Die Erfindung hat das Zlei, ein neues, gut regulterbares 
Expressionssystem fur hatarologe Gene In der Hafe Yarrowia 
lipolytica zur Verfugung zu stellen. Es soil auf der Basis das 
regulierbaren Promotors des ICL1 Gens (kodierend fur die 
IsocrtratJyase) der Hefe Yarrowia lipolytica durch eine einfa- 
che Kulturfuhrung zur Expression von heterologen Proteinen 
fuhren, die unter anderem aufgrund Ihrer Hgenschaften zu 
mikrobiellen Stoffwandlungsprozessen eingesatzt warden 
konnen. Der Erfindung iiegt die Aufgabe zugrunde, die Hefe 
Yarrowia lypolyttca gentechnisch so zu vera n darn, daft sie 
bei Kutuvierung auf Median mit geeigneter Kohlenstoff quel- 
ls heterologe Proteins exprimierL Induzierend wirkende 
Kohlenstoffquellen kdnnen sein Ethanol, Acetat, Fettsauren 
oder n-Alkane. 

Das erfindungsgemaSe Verfahren 1st dadurch gekennzeich- 
net, daS Expressionskassetten zur heterologen Expression 
von Proteinen In Yarrowia lipolytica, bestahend aus dam 
vollstandigen Promoter (21 96 bp) und Terminator (275 bp) 
des Isocftratlyasa Gens (ICL1) und dem zu exprimierenden 
heterologen Gen (baispielsweise lacZ. verschiedene P450 
Gene), konstruiert warden. Oiese Expressionskassetten war- 
den in einar geeigneten Form in Yarrowia lipolytica transfer- 
miert und durch Kultfvierung der entsprechenden Trans- 
formanden dieser Hefe In Median mit den induzierend 
wirkenden Kohlenstoffquellen warden die heterologen Pro- 
teins durch die Hefe synthetisiert. Anwendungsgebiet der 
Erfindung 1st die Biotechnoiogie, insbesondere ... 
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rologe Expression von Proteinen in diesem Wirt genutzt 
werden kann. 

Seit Klonierung der \ersten Gene aus Y lipolytica 
(LEU2, XPR2) wird diese "nicht-konventionelle Hefe auf 
ihrer Nutzbarkeit zur heterologen Proteinexpression 
uritersucht. ■ ' • 

• Y. lipolytica ist besonders durch ihre ausgepragte 
Eigenschaft von praktischem Interesse, eine Reihe 
von hochmolekularen Proteinen zu sezernieren 
' (Obersicht bei Ogrydziak 1993 Critical Rev , Bio- 
technol 13: 1—55), daruntereine alkalische extra- 
zellulare Protease (AEP), mindestens 3 saure Pro- 
teasen, Lipasen bzw. Esterasen, eine Ribonuklease, 
eine Phosphodiesterase, sowie alkalische und saure 
Phosphatases Das steht im Gegensatz zur Hefe S. 
cerevisiae, die naturlicherweise keine grdBeren 
Proteine in Medium ausscheidet 

Dadurch ist die Hefe Y lipolytica (neben weiteren 
nicht-konventionellen Hefen wie Pichia pastoris und 
Kluyveromyces lactis) von potentiellem Interesse fQr 
ihre Anwendung zur extrazeilularen Produktion von he- 
terologen Proteinen (Heslot 1990 Adv Biochem Eng/ 
Biotechnol 43: 43-73; Buckholz and Gleeson 1991 Bio/ 
Technology 9: 1067 — 1072; Romanes et aL 1992 Yeast 8: 
423-488; Ogrydziak 1993 Critical Rev Biotechnol 13: 
1 -55; Sudbery 1994 Yeast 10: 1707-1726). 
Bisher wurden in Y lipolytica eine Reihe heterqloger 
klus aus dem im Metabolismus vermehrt entstehenden 30 Proteine extra- und mtrazellular exprimiert, darunter 



... ■ , , ■ . ; . , . : Beschreibung 

Die Erfindiihg betrifft ein Verf ahreri zur Konstruk- 
tion von Expressionskassetten, die zur heterologen Ex- 
pression von Proteinen in der Hefe Yarrowia (Y.) lipoly- 5 
tica unter Kontrolle dies regulierbaren Promoters der 
Isocitratlyase (ICL1 Gen) dieser Hefe jgeeignet sind. 

Sie betrifft ferner die Klonierung des vollstandigen 
ICLl-Promotors, der norwendig ist fQr die Realisierung 
des Verf ahrens. * • ' 10 

Anwendungsgebiet der Erfindung ist die Biotechnolo- • 
gie, vor alleni die Nutzung zur Expression von Oligo- 
peptiden und Proteinen in Y. lipolytica und insbesonde- * 
re die sich daraus ergebende Moglichkeit, zielgerichtet 
mikrobielle Stoffwandlungen mit Hilfe der in der Hefe 15 
heterolog exprimierten Enzyme durchzufuhren. 

Die Isocitratlyase (ICL, EC 4.1 .3.1) ist ein Enzym des 
Glyoxylat-Zyklus, welcher in pro- und eukaryotischen 
Mikroorganismen, Protozoa, Mollusken, Insekten und 
Pflanzen nachgewiesen werden konnte. In Saugern ist 20 
er dagegen nur in einigen Geweben und nur zu be- 
stimmten Entwicklungsabschnitten nachweisbar (Ober- 
sicht bei Vanni et aL 1990 Comp Biochem Physiol 95B: 
431—458). Dieser anaplerotische Stoffwechselweg ist 
notwendig iur die Verwertung von Ethanol, Acetat, 2s 
Pettsauren und n-Alkanen als Kohlenstoff- und Energie- 
quelle durch Mikroorganismen, wie Bakterien, Hefen 
und Pflze. Intermediate- des Tricarbonsaure-Zyklus 
(Succinat, Oxalacetat) werden durch den Glyoxylat-Zy- 



Acetyl-CoA wieder nachgebUdet und in die anabolen 
Wege (Gluconeogenese, Aminosauresynthese) einge- 

. schleust . . ( . ",."«. I 

Heute liegen zur Biochemie und genetischen Regula- 

\ tion des Glyoxylatzyklus und -besonders der ICL in Mi- 
kroorganismen (E. coli, Hefen wie V. iipoiytica, Q trcipi- 
calis, S. cerevisiae, Pilze wie Aspergillus nidulans, Neu- 
rosppra crassa) zahlreiche Daten vor. Mutahten.in den 
Strukturgenen der ICL, MS und ACS sowie den regula- 



bakterielle Proteine, wie die p-Galactosidase (lacZ Gen) 
und die ^-Glucuronidase (gusA) aus E. coli unter Kon- 
troUe der LEU2-, LYS5-, XPR2- und PH02-Promoto- 
ren, sowie das Hefeprotein Invertase (SUC2 Geh) aus S. 
35 cerevisiae unter Kontrolle des XPR2-Promqtors (Lite- 
- raturangaben in den aufgefQhrten Obersichtsartikeln). 
Yon besondcrem Interesse war die Expression und 
Sekretioh einer Reihe Proteine haherer Eukaryonten, 
die auch von kommerziellem Interesse sein kdnnen, wie 
torischen Genen wurden isoliert und untersucht Es ge- 4b der Blut-Gerinnurigsfaktor XJIIa des ^Menschen 
lang unter anderem die Klonierung ^der ICL-Gene aus (XPR2-Promotor, TTiaraud et aL 1992 Gene 121: 
den oben angefQhrten Mikroorganismen (siehe Biarth 111—119), das Prochyraosin des Rindes (YPR2 und 
and Scheuber 1993 Mol Gen Genet 241 : 422— 430> ; LEU2-Promotor, Davidow et aL 1987, European Patent 

Die Expression der $chlusselenzyme des Glyoxylat- : Applications EP 220864. Bl, and EP 86307839; Franke et 
Zyklus ICL und Malatsynthase (MS, EC 4.1.33) wird in 45 aL 1988 Develop Indust Mircobiol 29:43—57; Nicaud et 
den bisher untersuchten Hefen S, cerevisiae, G tropica- aL 1991 J Biotechnol 19: 259-270^ das a 1 -Interferon 
Us und Y., lipolytica auf der transkriptiohelien (Induk- „ des Schweines (Heslot et aL 1990 In: Nga BH and Lee 
tion/Katabpliti-epressionj und der posttranslationalen YK /Eds/, Microbiology Applications in Food Biotech- 
Ebene (Kataboliunakdvierung und metabolische Regu- nology, Elsevier Science, Amsterdam, pp 27—45; Ni- 
lation durch Metaboliten bzw: durch Phosphorylieruhg/ 50 caud etaL 1991 J Biotechnol 19: 259-270), das Anaphyla- 
Dephosphorylierung) stark reguliert (Barth 1985 Curr ' toxin C5a des Menschen (XPR2-Promotor, Davidow et 
Genet 10: 119-r 124, Kujau et aL 1992 Yeast 8: 193^203, aL 1987 European Patent Application EP 86307839), der 
Barth and Scheuber 1993 Mol Gen Genet 241: gewebespezifische Plasminogen Aktivatbr (tPA) des 
422— 430, weitere Uteratuir jsiehe ' Vanni et aL 1990 Menschen (XPR2-Promotor, Franke et aL 1988 4th 
Comp Biochem Physiol 95B: 431— 458), ' . . 55 ASM Conf Genet Mol Biol Industrial Micrpoganisms, 

■ - . « > 5 Bloomington, Indiana, Abtstracts p37, sowie das Hepati- 



Es wurde gezeigt, dafi Intermediate des Metabolis- 
mus (offensichtlich Acetyl-CoA) der induzierend wir- 
kenden C-Quellen norwendig sind fur. die Induktion der 
Isocitratlyase. Das induzierend wirkende Acetyl-CoA 
wirdbei Wachstum auf Ethanol, Acetat, Fettsauren und 60 
n-Alkanen verstarkt, dagegen beim Wachstum auf Glu- 
cose nur geringfflgig gebildet, und die ICL-Synthese 
wird reprimiert. Glycerol als C-Quelle wirkt dereprimie- 
rend auf die ICL Die stark exprimierte ICL kann bis zu 

5% des zellularen Proteins betragen (Vanni et aL 1990 65 Reihe von spezifischen Eigenschaften einer alkanver- 
Comp Biochem Physiol 95B: 431 —458). Demnach steht wertenden Hefe (Aufnahme, Transport hydrophober 
im ICLl-Gen offensichtlich eiri gut regulierbarer Pro- Substrate und gunstige Bedingungen fur den Elektro- 
motor aus Y. lipolytica zur VerfUgung, der fur die bete- - nentransfer zum P450) aufweist, die fttr die biotechnolo- 



tis B Virus Oberflachenantigen (preS2-HBsAg) unter 
Kontrolle des XPR2-Promotors (Hamsa und Chattoo 
1994Gene 143: 165-170). 

Neben den aufgefQhrten Berichten zur Expression 
und Sekretion von Proteinen sollte die alkanverwerten- 
de Hefe Y. lipolytica ein interessariter Wirt fur die Ex- 
pression von membranstandigen (ER) Proteinen, insbe- 
sondere von Cytochrom P450 Enzymen sein, da sie eine 
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gische Nutzung zur Biotransformation kommerziell in- schiedlicher Herkiinft), konstruiert werden. 
teressanterVerbindungenvonVortalseinkennen. Das geschieht durch Modifikation des 3'-Endes des 

Wie aus der oben angefOhrten Aufzahlung hervor- Promotors des ICL1 -Genes aus Y. lipolytica mittels 
geht warden fur die heterologe Expression" von Prote- PGR (vor oder hinter dem Intron im ICLl Gen) zur 
inen in Y. hpolytica bisher hauptsachlich der XPR2- und 5 EnfQhrung eines entsprechenden Restriktonsortes und 
der LEU2-Promotor genutzt Der XPR2- Promo tor ist die dadurch durch einfache Klonierung ermSglichte Fu- 
am besten charakterisiert und zeigt die bisher fur Y. sion mit dem zu exprimierenden heteroiogen Gen und 
lipolytica hOcnste Promo tors tarke, insbesondere nach dem daran angeschlossenen ICLl-Terninator/ bzw. 
gezie!terModin^tion{Blanchin-RolandetaL1994Mol durch den direkten Anschlufl des zu exprimierenden 
Ceil Biol 14: 327—338). Der XPR2-Promotor ist jedoch 10 heteroiogen Genes hinter dem T360G36I des ICU-Ge- 
relativ komplei: durch pH und die N- und C-Quellen nes mittels rekombinanter PGR. , . 
reguKert, und erfcrdert die Kulovierung in einem Medi- Diese neu konstruierten Expressionskassetten wer- 
ura mit viel Pep ton. Die Natur des eigentlichen Induk- den dans in das Grundgerust eines in Y. lipolytica auto- 
tors ist jedoch nicht bekannt (BlanchhvRoland et al nom replizierenden Vektors, beispielsweise pINA237, 
1994 Mol Cell Bioll4: 327—338). Die Sekrctionssignale 15 pYLI131, oder pYLI131D f umkioniert 
(in der Pre-Pro-Sequenz) fur die extrazellulare alkali- Mit Hilfe dieser neu konstruierten Vektoren werden 
sche Protease wurden, wie oben aufgefQbrt. vor allem die Expressionskassetten in einer geeigneten Form in 
zur Produktion und Sekretion einer Reihe von kommer- entsprechende Rezipisntenstamme der Hef e Y. lipofyti- 
ziell interessanten heteroiogen Proteinen (Obersichten ca transformiert, was sowohl durch integrative Trans- 
bei Heslot 1990 Adv Biochem Eng/Biotechnol 43: 20 formation in das Genom als auch durch Transformation 
43—73; Buckholz and Gleeson 1991 Bio/Technology 9: mit diesen autonon replizierenden Vektoren m6glich ist 
1067-1072; Romanes et aL 1992 Yeast 8: 423—488; Durch Kuluvierung der entsprechenden Transform- 
Ogrydziak 1993 Critical Rev Biotechnol 13: 1—55; Sud- • anden'der Hefe Y. hpolytica in Mineralsalzmedien mit 
bery 1994 Yeast 10: 1707—1726) mit Y. lipolytica ge- induzierend wirkenden Kohlenstoffquellen werden die 
nutzt Der LEU2-Promotor ist dagegen nicht als stark 2s Proteine durch die Hefe synthetisiert und intrazellmar 
einzuschatzen (Gaillardin and Ribet 1987 Curr Genet angereichert Induzierend wirkende4Cohlenstoffquellen 
ll:369-375)u kfinneri sein Ethanol, Acetat, Fettsauren oder n-Alkane. 

Es gibt deshalb immer noch einen Bedarf an starken, Kernpunkt der Erfindung ist die Sequenz des neu 
regulierbaren Promotoren fur die Hefe Y. lipolytica. klonierten vollstandigen Promotors der Isbcitrauy'ase 
wofur off ensichtlich die stark exprimierten Gene PYK1 30 der Hefe Y. lipolytica- Davon abgeleitet werden Vekto- 
oder ICLl (Strick et aL 1992 Gene 118: 65—72, sowie ren zur gentechnischen Verfinderung' von . Y. lipolytica 
1994 Gene 140: 141—143, Barth'and Scheuber 1993 Mol konstruiert, die, aufbauend auf dem Grundgerust des 
Gen Genet 241 : 422— 43Q) in Frage kornmen. p Vektors pINA237, .Expressionskassetten, bestefaend aus 

Das Anliegen der Eirfindung ist es, mit der Anwen- i, deih voUs^a^en;ICLl-Promotor (2196 ' bp),' 'dem zu 
dung des ICLl -Promoters einen Beitrag zur Erschlie- 33 e^rimierenden heteroiogen Geh und dem ICLl -Termi- 
8ung weiterer regulierbarer Promotoren fur Y^fijfolyti- \ iiator (275 bp) kloniert in den pBR322 TeO des Vektors, 
ca zu leisten, die Starke dieses Promotors fur erne hete- ' '^entruuHen. V*': 1 \\ ' ' \ 

rologe Expression mit Hufe des. lacZ Genes aus E. coli ' . f ; Ene fflr' die Durchfuhrung ,der Erfindung wichtige 
. einzuschatzen, und dessen Eignung fur die heterologe Beponderheit besteht'darin, daB mit dem vollstandigen 
Expression von Cytochrom P450 in Y. lipolytica zu te^" 40 ICLl-Promotor em durch eirifachen Wechsel der C-Qu- 
sten. ellen gut regufierbarw 1 '^ genutzt wird, der die 

'', Die Erfindung hat das Ziel, ein neues,gut regulierba- heterologe Expression von proteieh in Y. lipolytica 
res Expressionssystem for heterologe Gene in der Hefe t durch erne einfache'' Kufturfuhrung und unter Einsatz 
Yarrowia (Y.) lipolytica zur Verfflgung zu stellen. Es soli 7 'y ori. kostenguhstigeri , C-Quellen wie Ethanol oder Ace- 
auf der Basis des regulierbaren Promotors des ICLl U tat gestattet. ' : "\ : \ \" \ 
Genes (kodierend for die Isocitralyase) der Hefe YarVo- / Das Je^du^gemaffe Verfahren zeichnet sich da- 
wia lipolytica durch eine emfache'Kulturfuhrung. zur ' 'durch aus, die konstruierten Expressionskassetten 
Expression von heteroiogen Proteinen funren, die unter ; 'nut'deni/vollsttoc^en 1 !^ die Expression 

anderem auf Grund ihrer Eigenschaften zu mikrbbiellen heterologer Proteine in Yi;upotytica gewahrleisten^'de- 
Stoffwandlungsprozessen eingesetzt werden kffnnen. 50 rerf AnteU'am ^ G^samtprotein mindestens 3% (wie ftir 
Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, die Hefe Y. 1 die p-Galactosidase aus E.' coli gezeigt) betragen kann. 
lipolytica durch' oUe Konstruktion geeigneter. Expres- w Der ICLl-Promotor geh6rt demnach zu den durch die 
sionskassetten und deren ' Transformation in die Hefe , C-QuelW einf ^ach regulierbaren Promotoren fOr Y lipo- 
gehtechnisch so zu.verandern, daB sie bei Kulnvierung lytica, seine Promotorstarke Uegt im Bereich des bisher 
auf Medien nih. geeigneter KbhlenstoffqueQe heterblo- 55 beschriebenen starksten Promotors fQr das XPR2 Gen 
ge Proteine exprimiert ' aus dieser Hef e. 

Diese Aufgabe wird durch die Klonierung des Die Erfindung soil nachfolgend durch AusfOhrangs- 
ICL1 -Genes, insbesondere seines vollstandigen Promo- beispiele eriautert werden 
tors, aus Y. lipolytica und die dadurch ennSglichte Kon- 

struktion von neueo Expressionskassetten mit dem re- «, l.VerwendeteHefestamme und Vektoren 

gulierbaren Promo tor dieses Genes gelost 

Das erfindungsgemafie Verfahren ist dadurch ge- Donorstainme zur Genklonierung aus Y. lipolytica 

kennzeichnet, daB Expressionskassetten zur heterolo- ' 
gen Expression von Proteinen in Y. lipolytica, bestehend B204-12C(MATAmet6spol), 
aus dem vollstandigen Promotor (2196 bp) und Termi- 65 B204-12C-U2(MATAmet6spolGPRl), 
nator (275 bp) des Isocitratlyase Genes (ICLl) und dem Rezipientenstamme zur Transformation von Y. lipolyti- 
zu exprimierenden heteroiogen Gen (beispielsweise das ca: 

lacZ Gen aus E. coli, P450 Gene oder cDNA unter- B204-12A-213(M4TBleu2ura3)und: 
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B512-3 (MATA iclic Ieu2 met6)l 

Aile Stamme ehtstammeh der Stammsammlung von 
Dr. G. Barth (Biozentrum der University Basel/Techni- 
sche Unhrershat Dresden). 

E. eoli/Y. lipolytica-Shuttle-Vektoren: 
pINA237 - DerRcoaTY- hpolyUca-Shuttlc-Vektor pl- 
NA237 tragt neben dem CEN-ARS18 Gen zur autono- 
men RepUkation in Y. lipolytica das homologe 
LEU2-Gensowie einen Anteil von pBR322 zur Amplif- 
ication in E. cbIL Die Kopiezahl dieses Vektors in Y. 
lipolytica liegt bei 1—3 pro Zelle (Fournier et at 1993, 
Proc Natl Acad Sci USA 90:4912—4916). 

pYLI131 — Der Vektor pYLI131 wurde aus einer 
einer Genbank (konstruiert aus 2-8 kb groBen 
Sau3A-Fragmenten der cbromosomalen DNA des 
Stammes B204-12C-211 ligiert in den BamHI-Restrik- 
tionsort des Vektors pINA237) durch Komplementation 
in der icll-Mutante B512-3 (MATA idle leu2 met6) di- 
rektkloniert(Abb. 1). 

pUCEK2L — lacZ am ATG319 des ICL1 angeschlos- 
sen und in pUCl 18 kloniert (Abb. 4). 

Oligomikleottde zur PCR: 
Sa2 :5-' ATG GTG TCG ACA AGG AGA TGG CGC 
CCAAGAG3' 

3SS: 5' GCT GTT GCA TGC CTG GGT TAG TAC 
GGGACAGATG3' 

5SS: 5' GGA TAC TGC ATG CTT TGT ATG CTT 
GGTCA3' " *• 

Qligonukleotid 1:5'GCGGCCGCGTCGACGCGG3' 
, OUgonukleotid 2: 5' 

GATCCCGCGTCGACGCGGCCGCCAT 3' 

: 2. Das ICLl -Gen aus Y. lipolytica im Ausgangsvektor 
pYU131 V ; 

. Das ICL1 -Gen mit einem nicht vdUstandigen Promo- 
tor (Promotorvariante A-225 bp) liegt in dem 15,75 kb 
groBen Expressionsvektor pYLI131 vor (Abb. i).' Dieser 
Vektor wurde durch Direk^onierimg in Hef e gewon- 
nen, wobei eine icll -Mutation des Stammes B5 12^3 mit 
einer im BamHI-Ort des Expressions vektore pINA237 
angelegten Genbank ; (durch' ' ' Ligation partieU 
Sau3A-verdauter :i DNA-Fragmente des Stammes 
B204-12C-1 12 in den BamHI Ort des Vektors) transfor- 
miert wurde. Die Selektion der Transformanden auf den 
Phanotyp Ace + (Acetat verwertend) bzw. Eth + Ethanol 
verwertend) fQhrte schlieBlich zur direkten Klonierung 
des Vektors pYLI131 in Y. lipolytica, der ein funktionell 
aktives ICLl-Gen tragt : 

. Der Vektor pYLU31 enthait das ICLl-Gen (Abb. 2) 
innerhalb eines vollstandig sequenzierten Bereiches von 
2J5 kb am Anfang eines 7& kb Y. hpblytica DNA Frag- 
mehtes. Ursprungtich ^ war em Proraotorbereich von 544 
' bp bis zum ATG319 als funktionell ausreichend ange- 
nommen worden (Abb. 2% Das' ICLl-Gen besteht weiter 
t aus einem fur das ICL-Prbtein kbdierenden offenen Le- 
4 serahmen (ORF) von 1625 bp; einem angenommenen 
"terminatorbereich von 275 bp vom Stopcodon TAA 
(1982 bp) bis zumBarnHI-Ort (2254 bp, entspricht 5696 
bp in Abb. 1). 

Um den funktionellen Terminatorbereich einzugren- 
zen, wurde aus dem Vektor pYLI131'(vgL Abb. 1) zum 
einen das SallsWBamH [79 79 -Fragment (469 bp) und zum 
anderen das BamHl7979-5696Fragment (2283 bp) isoliert 
Der Vektor pINA237 wurde Sall/BamHI ge6fmet und 
mit deh isolierten Fragmenten aus dem pYLI131 der 
Vektor pYIL131A (10,44 kp) konstruiert, der wie pY- 
LI131 die Promotorvariante A enthait Die Fahigkeit 



* dieser Vektoren zur funktionellen Expression der ICL 
und der p-Gaiactosidase (Abb. 6) unterscheidet sich je- 
doch nicht ' : * 

Damit konnte experimentell gezeigt werden, daB der 
5 53 kb groBe, nichtsequenzierte Bereich Y. lipolylica- 
DNA, der sich im Vektor pYLI131 vor dem BamHI-Ort 
bei 5696 bp (zerstSrter BaraHI Ort bei 374 bp bis Bam- 
HI Ort bei 5696 bp) befindet (siehe Abb. \\ keinen Ein- 
. fluB auf die Termination der Transkription und damit 
10 auf. die Expression des ICL1- und des.lacZ-Genes hat 
(siehe Abb. 5 und 6). 

In der Nucieotidsequenz des ICLl-Genes im Vektor 
pYLI131 konnten im Bereich des ICLl-Promotors und 
-Strukturgens konservierte Intronsequenzen von Y. li- 
ts polytica gefunden werden, wie sie aus zwei Y. lipolytica 
Genen (PYK — Pyruvatkinase, SEC14 — Phosphatidy- 
Unositol/Phosphatidylcholm-Transferprotein) bekannt 
waren (Abb. 2 und 3). 
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3. Klonierung des voUstandigen ICLl-Promotors aus 
Yarrowia lipolytica 



FQr die Klonierung des ICLl-Promotors wurde die 
chromosomale DNA aus dem Hefestamm Yarrowia li- 

25 polylica B204-12C (MATA met6 spol) nach Kultivierung 
auf YPD-Vollmedium prflpariert und nach Inkiibation 
mit verschiedenen Restriktionsendonukleasen (SaU, 
Xhol und Ncol und in Kombinatiohen) im Southemblot 
analysiert Die zur Detektion der ICLl-Sequenz ver- 

30 wendete Sonde (987 bp) wurde aus dem Vektor pY- 
LI131 als BaMHL3i-KpnI 9 56- Fragment gewonnen, wel- 
ches den Intronbereich und fur den N-terminalen Teil 
des ICL Protein kodierenden Bereich enthielt (vgL 
Abb. 2). ' . 

35 Mit Xhol/Ncol-Fragmenten genomischer DNA der 
Grdfie 2,7 —33 kb wurde durch Klonierung in den durch 
Sall/Ncol-Verdau vorbereiteten Vektor pUCBM21 
(Boehringer Mannheim) eirie angereicherte Genbank 
hergesteflt Das Screening dieser angereicherten Gen- 

40 bank durch Koloniehybridisierung erneut mit der Barn- 
' HI/KpnI-Sonde lieferte mehre stark hybridisierende 
Einzelklone. Von diesen wurden die Plasmide isoliert, 
durch Restriktionsanalyse ihre Identitfit festgestellt, und 
das klonierte Fragment wurde vollstandig sequenziert 

45 Das Plasmid pUCIPD enthait in einem 2^ kb Insert den 

• Promotorbereich bis — 21 76 bp und einen Teil des ICL- 
Strukturgens bis zum Ncol Ort bei 702* bp (Abb. 2 und 
3). Die Sequenz des voUstandigen ICL1 Promotors wur- 
de bestimmt und ist in Abb. 3 dargesteUt Die bisher im 

50' pYLI131 vorliegende Sequenz der Promotorvariante A 
begihnend vom Sau3A-Ort bei -225 bp bis zum Ncol- 
Qrt bei 702 bp im Strukturgen stimint mit der Sequenz 
des neu klonierten voUstandigen ICL 1 -Promoters voll- 
standig aberein. 

55 ' . ' ' " " 

4. Umklonierung der ICL1 -Promotors equenz in den 
Vektor pINA237 und Konstruktion des voUstandigen 
ICLl-Genes V 

60 Zur Nutzung des' voUstandigen ICLl-Promotors zur 
homologen und heteroiogen Expression von Proteinen 
wurde dieser in den Vektor pINA237 nach geeigneter 
Modifizierung umkloniert 
Zur Umklonierung der unter Punkt 2 beschriebenen 

65 Sequenz in den fur die Expression von Proteinen in Y. 
lipolytica geeigneten Vektor pINA237 wurde dieser 
modifiziert, um den sonst nicht vorhandenen Spaltort 
NotI einzufUgen. Dazu wurde nach partieUer Spaltung 
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mit der Restriktase SphI und vollstandiger Spaltung mit Mit den Plasmiden pIL24 bis D.IL33 konnte die hete- 
der Restriktase BamHI eine Oligonukleotidsequenz rologe Expression der P-Galactosidase C*ac£) bei An- 
(Oligonukleotide 1 und 2, siehe i.) durch Ligation einge- schluB an verschiedenen jSteflen des ICUPromotors in 
fQgt, wodurch gleichzeitig.. der ; - Sphl-Spaltort zerstort Transfonnanden des Y. lipolytica Stammes B204-12A- 
wurde. In den so gewonnenen. Vektor plNA237Not 5 213 gezeigt werden (Abb. 6). • 
wurde die ICLl-Promotarsequenz BamHI/NotI und die Die Expression durch die verwendeten Promotorva- 
ICLlrStrukturgensequena als BamHIrFragment ligiart rianten A, C und D ist durch die C-Quellen Glucose und 
Das dabei entstehende Plasmid pYLI131D enthait das Ethanol unterschiedlich regulierbar und zeigt deutliche 
vollstandige ICLlGen (vgL Abb. 5 und 6), dts eine mit Unterschiede in der Expressionshohe. Die ursprunglich 
dem chromosomal codierten ICLl-Gen vergleichbire io verhandene Promotorvariante A (225bp) zeigte dabei 
ExpressionhShe und Reprimierbarkeit durch Glucose eine durch Wachstum auf Ethanol induzierbsxe Expres- 
zeigte. sion des lacZ -Genes, angeschlossen sowohi am 5'-spli- 

Eine vergleichbare Klonierung der ICL1 -Promoter- ring site als auch am 3'-spIicing she, wobei der AnschluB 
sequenz BamHI/Sall und der ICLl-Strukturgensequenz am 3'S eine etwa verdoppelte Expressionshohe zeigte 
als BamM-Fragment ergab den Vektor pYLI13lC(vgL is (Abb. 6). Ein AnschluB am ATG319 im Intron fQhrte 
Abb. 5). jecioch. zu keiner lacZ-Expression. Die fur die Promotor- 

variante A gefQndene relativ geringe Expressionshohe 
5. Heterologe Expression der p-Galactosidase (lacZ fur lacZ geht einher mit dem Ausbleiben der Repression 
Gen aus E. coli) in Y. lipolytica durch den durch Glucose. Durch die Klonierung des vollstandigen 

1CL1 -Promoter 20 ICL1 -Promoters und den daraus abgeleiteten Promo- 

torvarianten D (2t76bp) und C (880bp) wurden um den 
5.1 Konstruktion der Expressionsvektoren pIL22, Faktor 7,8 bzw. 4,9 hdhere Expressionsraten der P-Ga- 

pJL24,pIL25, > pIL31 bis 33 lactosidase mit einem Maximalwert nach 10-12 h 

Wachstum auf Ethanol erreicht Gleichzeitig ist die Glu- 
Zur funktionellen heterologen Expression in Y.lipoly- 25 coserepression wieder nachweisbar. Demnach sind die 
tica wurde das lacZ Gen aus E. coli mit dem des langeren Promotorvarianten C und D fur eine heterolo- 
ICL1 -Promoter (Promotorvarianten A, C und D) fusio- ge Expression von Proteinen in Y. lipolytica besser ge- 
niert(Abb.5und6). eignet. • " 

Dazu wurden der ICL1 -Promoter des Vektor pY- Das Auftreten der Glucoserepressioh in Abhangig- 
U131 durch PCR am 3'S (Primer Sa2 und 3SS) und am 30 keit von der LSnge des eingesetzten IVomotors (in C 
5'S (Primer Sa2 und ,5SS) mit einem Sphl-Ort modifi- oder D, nicht jedoch in A) wurde auch bei der plasmid- 
ztert, um einen AnschluB des lacZ Genes durch Klonie- codierten Expression des homologen ICL1 Strukturge- 
rang zu ermoglichen. Diese mddifhaerten Promoter- nes in der icll-Defektmutante B512-3 von Y. lipolytica 
fragmente wurden kloniert und in die entsprechend vor-_ gefunden. Die Expressionshohe der ICL ist jedoch bei 
bereiteten PLasmide pUCEK2L bzw. pOCEK21L.um^ 35 diesen . Promotorvarianten etwa. yergleichbar und 
' kloniert (Abb. 4A)T ' " « ^ idu^cniairf t eih Qptim : um bei'e^a l 8^12 h, was auf die 

. .Nach'. Gewinnung der modifizierten, Promdtoren, .^komple^es Reg^a 

wurden zun&chst verschiedene ^ Expresaonskassetteh'.im . translationaier Ebehe zuritek^Ohren ist , 
pUC118 vorbereitet, die aus' den entsprechenden • Em Vergleich' der Oaten zur Expression der ^-Galac- 
ICL1 -Promotorvarianten, dem Reportergen lacZ und 40 tesidase mit dem stSrksten vorhandenen una bisher am 
,dem IGL-Termmator(275bp)bestanden. ' . ■ . haufigsten zur, heterologen Expression in Y. lipolytica 

. Die Expressionskassettten wurden als BamHI-Frag- / verwendeten XI?R2Tpromotor (Blanchin- Roland et aL 
mente in die entsprechenden Expressionsvektoren pY- ' . 1994 l^pl Cell Bjol 14* 327~338) ergab,,daB vergleich- 
U13.i;.bzw. pYL113lA, 131Q und 131D kloniert Der . ^areWmeiiutde^ 
Klonierungweg fur diese Expressionsvektoren ist am as . r .»- > : • ? j ; ■ >l 
Beispiel pIL25 in der Abb. 4 dargestellt, da der im Ver- %t '.. ( } -^i , . T,:^Abbildungsiegenden 
lauf dieser Klonierung hergestellte Vektor pUCEK4L " ^ V ' 

als Ausgangspunkt fOr weitere Klonierungen benutzt '* "^Abb. l;Aumaud^Expressioi^ektorspYLI131 ' 
wurde. Fur die Klonierung stand der Vektor pUCEK2L • }f . . . 

zur Verfttgung, in dem das lacZ Gen zwischeh dem so Das Plasmid tr^.innerhalo von 7& kb;Y. Iipolytica- 
ICL1 -Promoter mit AnschluB am ATG31& und dera IpL [ s DNA deri 1625, bp grpBen ORF fur das ICLl-Struturgen 
Terminator im pUCl 18 als Expressions kassette (EK2L) \ (iCLl)j ein 584 bp Fragment des ICL-Prdmotors (ICLp), 
vorlag. inklustve .358 bp m'dronbereich (vgi 5 Abb. 2), und den 

Die Vektoren pIL22, pIL24 und pIL25 sind auf der JCL^Tennmatpr '(ICLt ' .'275bp)i Die resthchen 5^ kb 
Basis des Plasmids pYLI131 (Promotorvariante A) klo- 55 '(zerstfiiteriBamHI Ort bei 374 bp bis Bamin Ort bei 
niertworden. 5696 bp) dieses DNA Fragmentes (YLDNA) smd iucht 

Die Klonierung der Expressionsvektoren pIL31, % sequenziert. Das Piasmid basiert auf dem in Y. lipolytica 
pIL32 und pIL33 erfolgte auf Grundlage des Plasmids ' * . durch die CENARS13 Region autonom replizierenden 
pUCEK4L (lacZ am 3'S angeschlossen) und der Expres- " und fur das LEU2-Gen kodierenden Vektor pINA237. 
sionsvektoren pYLI131 A, C und D. Bei diesen Vektoren 60 Die Y Lipolytica DNA mit dem ICLl-Gen wurde als 
ist der nichtsequenzierte Teil Y. lipolytica DNA nach Sau3A Fragment in. den BamHI-Ort (bei 374 bp) des 
dem BamHI-Ort bei 5696 Dp im pYU131 (siehe Abb. 1 pINA237 Ugiert. 
und Abb. 2) eliminiert Die in diesen Vektoren enthalte- 

nen Expressionskassetten sind in Abb. 5 dargestellt Abb. 2: Prinzipieller Aufbau des ICL1 -Gens aus Y. 

63 hpolytica mit der Hypomese zum Vorhandensein eines 
5^ Expression der p-Galactosidase unter Kontrolle des Introns 



ICL Promoters 



Dargestellt ist der 2^ kb groBe sequenzierte Aus- 
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schnitt aus dem Vektor pYU131 am Anfang des 7,8 kb 
Sau3A Fragmented das in den BamHI-Ort des Vektor 
pINA237 kloniert 1st (vgL Abb. 1). Konservierte Intron 
Sequenzen: 5'S 5'-splicing site (GTGAGT 2 -7> 3'S -= 
3'-spUcing site (CAG357- 359); Die zwischen den unter- 
strichenen Splicing-Orten Uegende nur kursiv geschrie- 
bene Sequenz TACTAAC349-356 wird als branching 
point Sequenz bezeichnet 

Das nach Splicen neu entstehende A1T3360G361 als 
AUG codierend fttr den angenommenen Translations- 
start des ICL-Proteins ist hervorgehoben. 

Abb. 3: Sequenz des vollstandigen ICL1 -Promo tors 

Der Promotor besitzt eine GrOBe von 2176 bp vom 15 
Ai aus gerechnet und liegt in einem 2882 bp Fragment 
im Plasmid pUCIPD kloniert vor. Die Sequenz des Pro- 
motors ist ab dem Sau3A-Ort bei —225 bp (Promotor- 
variante A) stromabwarts bis zum Ncol-Ort bei 702 bp 
yollkommen identisch mit der Sequenz des ICL1 -Genes 20 
im Vektor pYLI131 bzw. mit der von Barth und Scheu- 
ber (1993 Mol Gen Genet 241: 422—430) publizierten 
Sequenz des ICLl-Strukturgenes. 

Die klein geschriebene Sequenz bis —2201 bp stammt 
; aus dem Klonierungsvektor pUCBM 21 und enthalt die 25 
Orte NotI (-2197 bp^ Kpnl und ApaL Die fur nachfol- 
gende Klonierungen der Promotorvarianten C und D 
(siehe Abb. 4 und 5) verwendeten Restriktionsorte Sail 
(-880 bp) und NotI (-2197 bp) sind wie die Orte 
Sau3A (-225 bp) und BamHI (-32 bp) fett dargesteUt 30 
Das postulierte Intron ist eingeranmt, die Splicingsigna- 
Ic sind fett und kursiv dargesteUt Nach erfolgtem Spli- 
cen wurde als neuer Translationsstart das A1T360G36I 
(fett und grdBer dargesteUt) entstehen (vgL Abb. 2). 

35 

Abb. 4: KJonierungsschema zur Herstellung des 
Expressionsvektors pIL25 

A: Klonierung der Expressionskassette im pUCEK4L 
ausgehend von Vektor pUCEK2L. Insertion des Oligo- 40 
nukleotids siehe Oligonukleotide 1 und 2 unter l.TF — 
Transformatioa PCR mit den Primern Sa2 und 3SS, vgL 

B: Gewinnung des Expressionsvektors pIL25 durch 
Umklonierung der EK4L in den Hefevektor pYU131. 45 

Abb. 5. Expressionskassetten mit unterschiedlichen 
Fragment en des ICLl-Promotors zur heterologen 
Expression des lacZ Genes aus E. coli in Y. Upolytica 

50 

Die Expressionskassetten EK2L, EK3L, EK4L wur- 
den in das Plasmid pYU131 (resultierend in den ent- 
sprechenden Vektoren pIL22, pIL24, pIL25% bzw. die 
Expressionskassette EK4L wurde in die Vektoren pl- 
YL131A, 131C und 131D (resultierend in pIL31-pIL33) 55 
umkloniert wie in Abb. 4 prinzipieU dargesteUt PA » 
Promotorvarante A bis -225 bp, PC - Promotorvari- 
ante C bis -880 bp, PD - Promotorvariante D bis 
-2176 bp (2176 bp), I « Intron, lacZ =» lacZ-Strukturgen, 
T « Terminator, N = nichtsequenzierter Bereich Y. eo 
Upolytica DNA, SA » Sau3A' B « BamHI, S = Sail 
(vgL Abb. 2). 

Abb. 6: Der Aufbau des ICL1 Genes aus Yarrowia 

Upolytica und der EinfluB unterschiedlicher 65 
Promotorvarianten auf die heterologe Expression des 
Reporterproteins p-Galactosidase (lacZ Gen) aus E. coli 
indieserHefe 



10 



{ Die p-Galactosidase Aktivitat wurde im zeiureien Ex- 
trakt mit o-NitropheriyP^D-galactosid (ONPG) als 
Substrat bestimmt (110 eritspricht 130nmol/min x mg 
Protein) nach ICuItMerung ;f der Transformanden des 
5 Stammes B204~12A-213 (M4TB leu2 ura3) im Miniinal- 
medium YNB (supplementiert mit Uracil) mit den 
C-QueHen 1% Ethanol C^duzierend) bzw. 1% Ethanol 
in Anwesenheit von 2% Glucose zur Bestimmung der 
KataboUtrepression durch Glucose. Die Werte wurde 
10 nach 8—12 Stunden Kultivierung im Maximum der Ex- 
pression bestimmt 



PatentansprQche 

1. Expressionskassetten zur heterologen Expres- 
sion von Proteinen in der Hefe Yarrowia (Y.) Upo- 
lytica, dadurch gekennzeichnet, dafi sie aus dem 
vollstandigen Promotor des ICL1 -Genes von Y. U- 
polytica, dem zu exprimierenden heterologen Gen 
und dem Terminator des ICL1 Genes bestehen. 

2. Expressionskassette nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB ste in das Grundgerttst eines in 
Y. Upolytica autonom repUzierenden Vektors, vor- 
zugsweise pINA237, eingebaut wird. 

3. Expressionskassette nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, dafi sie durch integrative Transfor- 
mation in das Genom von Y. Upolytica eingebaut 
wird. 

4. Expressionskassette nach Anspruch 1 und 3, da- 
durch gekennzeichnet, dafi sie vorzugsweise in den 
LEU2 Ort des Genoms von Y. Upolytica eingebaut 
wird. 

5. Expressionskassette nach Anspruch 1, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie die vollstandige Promotor- 
sequenz des ICL1 Genes aus Y Upolytica enthfilt, 
wie sie in der Abb. 3 in ihrer Nucleotidsequenz auf- 
gefdhrtist 

6. Verfahren zum Aufbau der Expressionskassette 
nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet daB der 
Promotor des ICL1 Genes aus Y. Upolytica durch 
Klonierung in einem Vektor fur E. coU isoUert wird, 
dieser Promotor nach Modifikation seines 3'-Endes 
mhtels PCR (vor oder hinter dem Intron im ICL1 
Gen) mit dem zu exprimierenden heterologen Gen 
und dem ICLl-Teminator fusioniert wird, bzw. 
durch rekombinante PCR das zu exprimierende he- 
terologe Gen direkt hinter dem T360G361 des 
ICL1 -Genes fusioniert wird. 

7. Verfahren zum Aufbau der Expressionskassette 
nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet daB der 
vollstandige ICL1 -Promotor aus einer angereicher- 
ten Genbank im Vektor pUCBM21 kloniert wird, 
die in Form von 2,7—3^ kb Fragmenten nach ei- 
nem Ncol/Xhol-Verdau von genomischer DNA 
aus Y. Upolytica im entsprechend vorbereiteten 
Vektor pUCBM2l (Ncol/Sall) erhalten wurde. 

8. Verfahren zum Aufbau der Expressionskassette 
nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet dafi die 
Expressionskassette in einen Vektor, welcher fttr 
die Transformation von Y. Upolytica geeignet ist 
umkloniert wird. 

9. Verfahren zum Aufbau der Expressionskassette 
nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet daB die 
Expressionskassette in einen der Vektoren pl- 
NA237, pYLI131, pYLI131A, pYU131C, oder pY- 
LI131D, welche fttr die Transformation von Y. Upo- 
lytica geeignet sind, umkloniert wird. 

10. Verfahren zur Verwendung von mit einer Ex- 
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p ressionskass ette gem£B Anspruch 1—5 transfor- .-. 
mierten HefezeHen, dadurch gekennzeichnet, daB 
die entsprechenden Transfonnandcn der Hefe Y. 
lipolytica in Mineralsalzmedien mit induzierend 
wirkenden Kohlenstoffqiiellen (Ethanol, Acctat, 5 
Fettsauren oder n- Alkane) kultiviert und dadurch 
die heterolog zu exprutiierenden Proteine durch 
die Hefe synihetisien werden. 
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Abb. 2: 
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Abb. 3: 
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aagtgcggcc geggtacegg 
CTCGTAATGC AAGGGATTCC 
CCGACCACTG ACAAGATGCC 
TAACGTCGTC GGAGACTATT 
GTACCGACCT CTGTCAACAG 
TGTGTCTTTT AACCAGAACA 
GTGCTGGAGC TCCATCAGTA 
CCTCTACCCA GCGACCTCGG 
CTGGCAAATC TGGGGTCTCC 
GCGGAATGAC GTGAATGTAG 
TATTGGCCGG CGGATTGTCA 
AGGCGACCCC CTTGAGCGAG 
TTCCCAGCAC CCCCATCGGA 
TTGGGCCGGT GTGCGTGGTG 
TCAACCGAAC CCCGGATTCG 
TATCAAGTTC AGGGAGGGAA 
AAGACATCTG AAGACCAACA 
GGCAGACTCT ACTCCAGATT 
GTCATAATCT CTGAACGTGA 
TTTGTGAGCT TGGAGACGGT 
CCTTTTGCCA GTATATCCAC 
ACCACTACCC CAAATAAGCT 
AGTCGACGCT GTAGAAGCAC 
ATCAACGAGT AACCACAGAC 
CGTGACCCGC CCGGGTTCCA 
ATTGGTTAAA CTTCCACCAC 
TGACTTTTTC TGGCCAAAAG 
AATCGGCCGG CTCCAGCGGG 
GGTCTGTGTA GGGCCCGGGT 
CGCTGAGCCG GACTCCGACA 
CTGCCGTAGC GTTGGTCTGT 
AACCTCCACG TCAGAGACAA 
TTCTCGGCAC GAGGATCATG 
AGGACAAACA GAGGGCACAG 
AAACCGGTCT ACATACACCC 
TGCTTCAAAC CAGACGGACG 
TAGATCTGGG GATCCCCAGT 



gcccgTCGAG 
ACCAGACATT 
TTGTTCGTCT 
CGGCACACAA 
TCTAACCGAT 
ACCGAGCAGA 
AGCATAATAA 
GCACGTGACT 
ACATTTTCCC 
GAGGGGCTGA 
ACCAGGTGTT 
TTCAGCGGCG 
TAAATGGAGA 
TGCGCGGTCA 
ACATGTGAAA 
GCATCCAGGC 
AAACCAATAA 
TGCACTTGTA 
AGGTTAGGTG 
AAATCGGATA 
CGCAACACCC 
CCAACTAATA 
ATGGAAGGTG 
AAGGCAAGGG 
CTCGTCCATG 
CGCAATCACG 

GCAACGTCGG 

1 

GGTAGTTCGG 
CCGGGTTTGT 
ACCGTGTCTC 
CCTGTCGCAC 
TGGTAGAAGG 
GGGGTTCTGG 
AGCGGGAATC 
CTTCGGCCCG 
CACAGCAAGA 
AGACTGACCA 



ATGGACATAC TTGTATCGTC 
CCTGCCACAA TGGCAGGGTC 
TGACCACGGA CTAACTGGCA 
GGCCAGACTG TGTGGCAC7T 
TTTTAATGCT CGATATTACC 
CCCGAACAGG TGCCGAACAT 
CACAGCTGCC CAGCGACCTC 
ATCTGCTCCG TTCCTGCGGT 
CCGGATGTCT TGTTCCGTAG 
GAATGGGGTC CGCAGTTGAT 
TTCACTGGCG TTCCTAGAAT 
GCAAAAATGC CTGTTGAAAC 
CGCATACATC GGCTATGTTT 
TTTTGTTCTC CTTTTGGACC 
ACGAACAACG GTTTAGTGCG 
CAACAGCTAT GACCAAGAAA 
TCGCTCACCA GATGCTCCCC 
GGACCCCGAT ATCGGGTTGC 
GAGGGGATGT TTTGG CCAGA 
CGCCCAGCGT GAGGATTCCA 
ACCATGAGCG ACATCTGA7A 
TGCCGAGGCA GGTGGGAA\C 
CGGAGGCGGT GGCAACGAGG 
GGGAAACGCG ACCGGAATCT 
TTGTGTCTCT GGTGTCTTCT 
TCCCACTGGC CAAACTTTTT 
AAAGGGTCGG GAGGATTCGG 
CAGTCCTGGT GGGAGCTCTA 
TGGGTGTCAA ATCACGTGTT 
CAACGGCCTG ACTAAGCTGC 
TCTGTTCAAA GACAGAAGAA 
CTTGTTCCTT GCAACCGAGG 
AGGGXATTTT TGAGGGGAAA 
TGGGCCCCAA AACGGCCTTT 
CCACAGGCCG GTGTGAAAAA 
CACATCATGA AGAGTCACCT 
AGCATACAAA 



GCCCTATGTA 
CGTGAAAACG 
CAAGCGAGAT 
CTCATCTCTC 
AATGTTTCTT 
GTGAATAGCA 
CGCCCAGCGA 
CGCTGGCACG 
CGTGACTCAT 
AACCGGGGAT 
AAAAAGAAAT 
ACCTACTTTG 
GGATACGATC 
CACGCAAGGT 
GTTTAAAAAG 
CCAAGCGACC 
AAACACTAAC 
AGATCATGGT 
AATGAGCGGT 
TAGACCCCCT 
CCGTGCCGCG 
TATGCACTCC 
GGCATGAGCC 
CTCGCGGTCA 
TCCGACTCGC 
CTGCTTTCTC 
AACCGACGAA 
GGGGAGCTGT 
TTTGCCCCCC 
TCCCAGCACT 
AGAAAAAGCT 
AGAGTGAGTG 
AAACGGGATC 
TCCCGTCGCA 
CCCTAAAGCT 
GCAGTAXATA 



CACGTGAGAT GGCAGAGACA CAGAGACGTG 
CCAGAGACGT ATCCACATAC AAACACAAXC 
GTACATGTTA GTGGATGAGG TGTTGTGTAG 
ATCGGTGGCG ACACCCTCTA CTCTTCATGT 
IGATGAACTA AACGATTTCT GGCCAAAACA 
rGCAAGTGTC ACATCAAACA TCTGTCCCGT 



>T?KT CCAACAGCGA 
TCTACATGGT TGGACAAGTC TCCACATTCG 
TCACAGCTGA TCTGCTCCTG TGACAGCACA 
TGGGTTAAAT GGGTGGACTG ATTCAGTGGC 
CGTCACCTAC CGTTCGGAAT CCCAATTATC 
CAATTTTGCC AAAGAAGTCG GTCTCACCAA 



fjTGTCCGAACA GCAGCGATTC 



— c 



I 

N 
T 
R 
O 

N 



602 001/790 



ZEICHNUNGEN SEITE 4 Nurnmer: DE 195 25 282 A1 

Int. CI.*: C12N 15/31 

Offenlegungstag: 2. Januar 1997 



Abb. 4 A: 
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